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bp : base pair 
 
BSA : bovine serum albumin 
 
cDNA : complementary DNA 
 
D'MEM : Dulbecco's Modification of Eagle's Medium 
 
DNA : deoxyribonucleic acid 
 
DTT : dithiothreitol 
 
EDTA : ethylenediamine-N, N, N′, N′-tetraacetic acid 
 
EMSA : electrophoretic mobility shift assay 
 
GAPDH : Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
 
HEPES : 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinyl] ethanesulfonic acid 
 






PCR : polymerase chain reaction 
 
MeHgCl : methylmercuric chloride 
 
mRNA : messenger RNA 
 
NP-40 : nonidet 40 
 
RIPA : radioimmunoprecipitation assay buffer 
 
SDS : sodium dodecyl sulfate 
 
SDS-PAGE : SDS-Polyacrylamide gel electrophoresis 
 
siRNA : small interfering ribonucleic acid 
 









































1. メチル水銀による CCL4 発現誘導に関わるプロモーター領域の特定 
2. メチル水銀による CCL4 の発現誘導に関わる転写因子の検索  
3. メチル水銀が FOXA1 および SRF の細胞内レベルおよび細胞内分布に与え
る影響 
4. メチル水銀が CCL4 プロモーター上への FOXA1 および SRF の結合に与え
る影響 
5. FOXA1 および SRF の発現抑制がメチル水銀による種々のケモカインの  
発現誘導に与える影響 
6. メチル水銀が Rho シグナル経路依存的な SRF活性化機構に与える影響 

























ハンター・ラッセル症候群を引き起こす（Aschner et al., 1990; Vahter et al., 2000）。
また、メチル水銀は血液胎盤関門も比較的容易に通過し、発達が未熟な胎児の
脳に影響を与える（Ballatori, 2002; Castoldi et al., 2008）。水俣病発症当時の水俣
においては、妊娠中の母親にはほとんど症状がでなかったにもかかわらず、出
生児がメチル水銀中毒（胎児性水俣病）を発症しているという例が報告されて
















第一節 目的  
 メチル水銀は中枢神経系に選択的な障害を与えるが、その機構は未解明であ
る（Aschner et al., 1990; Vahter et al., 2000）。そこで、メチル水銀が示す中枢神経
系に選択的な毒性の発現機構を解明するため、メチル水銀を投与したマウス小
















定量 PCR 装置：Thermal Cycler Dice (Takara)  









PrimeScript RT reagent Kit：Takara 







体重 20~22 gの 7週齢の C57BL/6NCr雄マウスに 10 mg/kg bwとなるように塩
化メチル水銀溶液を毎日一回、7 日間皮下注射し、最終投与 24 時間後、マウス
の小脳を摘出した（Hwang et al., 2013）。 
 
2-2. DNA microarray 
2-1で摘出したマウス小脳をサンプルとして、Agilent 社に依託し Two-Color  
Microarray-Based Gene Expression Analysis Systemによって遺伝子発現レベルを解
析した。  
 
2-3. Total RNAの抽出 
摘出した小脳に 500 μLの ISOGEN IIを加えてホモジナイゼーションした。そ
こに、H2O 200 μLを加え, ボルテックスした後、10分間 incubation し、8,000×g, 
15分間遠心した。その後、上清 500 μLを新しい 1.5 mL tube に回収し、エタノ
ールを 300 μL加えて、混和し、12,000×g, 10 分間遠心した。上清を取り除いた
後、沈殿物を 500 μLの 75%エタノールで二回洗浄し、風乾した後、RNase free 
waterを 20~50 μL加えた（Takahashi et al., 2013）。 
 
2-4. 逆転写反応（PrimeScript RT reagent Kit） 
Total RNA 100 ngに対し、5×PrimeScript Buffer（for Real Time）2 μL、Random 6 






2-5. 定量 PCR  
cDNA 1 μLに対し、SYBR Prime Ex Taq 5 μL、forward primer 0.2 μLおよび reverse 
primer 0.2 μL、超純水 3.6 μLとなるように反応液を調製し、定量 PCR は thermal 




＜定量 PCR 反応条件＞ 
  
【定量 PCR プライマー配列】 
Gene Sense (5 → 3 ） Antisense (5 → 3 ） 
CCL4 caaacctaaccccgagcaacac ggtctcatagtaatccatcacaaagc 
CCL2 ttgtcaccaagctcaagagaga gaggtggttgtggaaaaggtag 
Scgb3a1 tctgtgtggctctgctcagt gatggccaagtggcttaatg 
Serpina3n tagggtgtggtcaggtcctc acattgatggtgctggtgaa 
CCL7 aatgcatccacatgctgcta ctttggagttggggttttca 
Ch25h caaagggcacaagtctgtga gcgacccaatacatgagctt 
Lpl ccatcctcagtcccagaaaa gggctctgcctgagttgtag 
Clec7a tagtttgggatgccttggag ggaatcctgtgctttgtggt 
CCL12 gtcctcaggtattggctgga gggtcagcacagatctcctt 
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Plin4 cccatggttagtggctctgt accaccagagacacccagtc 
Chi3l3 aatgattcctgctcctgtgg actttgatggcctcaacctg 
Timp1 ctcagagtacgccagggaac attcaaggctgtgggaaatg 
Cox6a2 attgtggaaaagcgtgtggt gacctttgtgctggctcttc 
CCL9 tgtttcacatgggctttcaa ttgtaggtccgtggttgtga 
Ctla2a gcccttccaggtgtcagata agcttctacatgggcctgaa 
Bcl2a1b tccacgtgaaagtcatccaa tccctggctgagcactatct 
Ctla2b gcccttccaggtgtcagata agcttctacatgggcctgaa 
Gfap tcacatcaccacgtccttgt agaaaaccgcatcaccattc 
Fcgr2b cagcagccagtcagaaatca ccctgggaactcttctaccc 
Cd14 gcttcagcccagtgaaagac ctgatctcagccctctgtcc 
Ms4a6d agggaacagatgccaaaatg gaatcagctttccccaaaca 



























1. メチル水銀によって小脳中で発現誘導された遺伝子  
 雄の C57BL/6マウスに 10 mg/ kg/dayのメチル水銀を 1日 1回ずつ 7日間連続
投与し、最終投与の 24 時間後に小脳を摘出し、遺伝子の発現変動を DNA マイ
クロアレイ法で解析した。その結果、メチル水銀によって発現レベルが上昇す
る遺伝子が少なくとも 21 種確認された（Table 1）。これら遺伝子の発現変動を











Table 1. Genes whose level of expression were changed in the cerebellum of mice in 
response to administration of methylmercury. 
 
C57BL/6 mice were subcutaneously injected with 10 mg/kg/day MeHgCl for 7 days, and gene 
expression in the cerebellum was analyzed using DNA microarrays. The gene presented in the 
table include those whose levels of expression increased more than two-fold. mRNA levels of 
these 21 genes were measured by quantitative real-time PCR and mRNA levels normalized to 
GAPDH levels. Data are presented as mean ± S.D. *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001 
compared with the control group. Data were analyzed using Student`s t-test. ND: not detected. 
  
Gene name 
Changes in transcript levels Function of gene         
product DNA microarrays Quantitative real-time PCR
[Increased] 
CCL4 17.30±6.43 70.39±22.63** Inflammation 
CCL2 11.30±2.59 22.31±11.73** Inflammation 
Scgb3a1 9.95±3.08 33.56±11.84*** Inflammation 
Serpina3n 7.43±2.48 13.20±8.18* Signal transduction 
CCL7 6.66±3.02 10.13±5.89** Inflammation 
Ch25h 5.97±2.71  22.47±4.55*** Metabolism 
Lpl 5.57±2.06 12.41±3.90*** Metabolism 
Clec7a 5.43±2.43 ND Metabolism 
CCL12 4.95±2.99 31.05±19.41** Inflammation 
Plin4 4.57±1.20 1.82±0.83 Metabolism 
Chi3l3 4.42±1.69 6.36±3.77* Inflammation 
Timpl 4.13±2.44 5.31±1.47*** Inflammation 
Cox6a2 3.84±0.59 4.20±0.53*** Metabolism 
CCL9 3.60±1.76 6.32±2.91** Inflammation 
Ctla2a 3.02±0.68 5.74±2.60** Inflammation 
Bcl2a1b 2.86±0.70 3.16±0.95** Antiapoptosis 
Ctla2b 2.69±0.52 6.83±4.46* Inflammation 
Gfap 2.64±0.48 4.81±2.11* Cell structure 
Fcgr2b 2.57±0.60 2.17±0.55** Phagocytosis 
Cdl4 2.53±0.37 5.80±2.12** Inflammation 





のケモカイン（CCL2、CCL4、CCL7、CCL9 および CCL12）（Yoshimura et al., 1989; 
Wolpe et al., 1988; Godiska et al., 1995; Lean et al., 2002; Sarafi et al., 1997）、セクレ
トグロビン Scgb3a1（Mukherjee et al., 2007)、細胞傷害性 Tリンパ球抗原（Ctla2a、



















る（Wells et al., 2006; Allen et al., 2007）。N末端のシステイン残基の構造上の特徴
から C ケモカイン、CC ケモカイン、CXC ケモカインおよび CX3C ケモカイン
に分類され、これまでにヒトのケモカインが 50種類以上、マウスのケモカイン




















体重 20~22 gの 7週齢の C57BL/6NCr雄マウスに 10 mg/kg bwとなるように塩




【定量 PCR プライマー配列】 
Gene Sense (5 → 3 ） Antisense (5 → 3 ） 
CCL1 ggatgttgacagcaagagca tagttgaggcgcagctttct 
CCL2 ttgtcaccaagctcaagagaga gaggtggttgtggaaaaggtag 
CCL3 atgaaggtctccaccactgc cccaggtctctttggagtca 
CCL4 caaacctaaccccgagcaacac ggtctcatagtaatccatcacaaagc 
CCL5 ccctcaccatcatcctcact ccttcgagtgacaaacacga 
CCL6 aggctggcctcatacaagaa tcccctcctgctgataaaga 
CCL7 aatgcatccacatgctgcta ctttggagttggggttttca 
CCL8 ttctttgcctgctgctcata tctggaaaaccacagcttcc 
CCL9 tgtttcacatgggctttcaa ttgtaggtccgtggttgtga 
CCL11 tccacagcgcttctattcct ctatggctttcagggtgcat 
CCL12 gtcctcaggtattggctgga gggtcagcacagatctcctt 
CCL17 tgcttctggggacttttctg tggccttcttcacatgtttg 
CCL19 agactgctgcctgtctgtga gcctttgttcttggcagaag 
CCL20 cgactgttgcctctcgtaca aggaggttcacagccctttt 
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CCL22 gctctcgtccttcttgctgt gcaggattttgaggtccaga 
CCL24 ctgtgaccatcccctcatct tatgtgcctctgaacccaca 
CCL25 ctgggttaccagcacaggat ctcatcgccctcttcacatt 
CCL26 ttgttctcctggccatcttc tcactggtgcagctcttgtc 
CCL27 tgtctccaacaagccagaga gacagcctggaggtgacagt 
CCL28 gttcatgcagcatccagaga cctgtgtgttccacgtgttc 
CXCL1 gctgggattcacctcaagaa tggggacaccttttagcatc 
CXCL2 agtgaactgcgctgtcaatg ttcagggtcaaggcaaactt 
CXCL3 agtgcctgaacaccctacca ggacttgccgctcttcagta 
CXCL4 agtcctgagctgctgcttct ggcaaattttcctcccattc 
CXCL5 tgccccttcctcagtcatag gtgcattccgcttagctttc 
CXCL7 tgggcttcagactcagacct tcctggcctgtacacattca 
CXCL9 ttttcctcttgggcatcatc agtccggatctaggcaggtt 
CXCL10 aagtgctgccgtcattttct gtggcaatgatctcaacacg 
CXCL11 agctgctcaaggcttcctta ctgcattatgaggcgagctt 
CXCL12 gctctgcatcagtgacggta taatttcgggtcaatgcaca 
CXCL13 tctggaagcccattacacaa tttgtaaccatttggcacga 
CXCL14 aagctggaaatgaagccaaa cttctcgttccaggcattgt 
CXCL15 ccatgggtgaaggctactgt tagaggtctcccgaattgga 
CXCL16 gggaagagttttcaccacca ggttgggtgtgctctttgtt 
CXCL17 tgttgcttccagtgatgctc gctgtggcttttctctttgg 
XCL1 tgactttcctgggagtctgc catttggcttctggatcagc 
CX3CL1  gcagatccccagaaactgag ggcaccaggacgtatgagtt 



















 小脳中では、DNA マイクロアレイによって発現上昇が確認された 5種（CCL2、
CCL4、CCL7、CCL9 および CCL12）に加えて、8種のケモカイン（CCL3、CCL5、


















































































Figure 1. Effects of methylmercury on the mRNA levels of chemokines in various 
organs of mice. C57BL/6 mice were injected subcutaneously with MeHgCl (10 mg/kg/day) 
daily for 7 consecutive days. Tissues were dissected 1 day after seventh injections. Thirty-seven  
chemokines mRNA levels in the cerebellum (A), cerebrum (B), liver (C), kidney (D) and spleen 
(E) were measured by quantitative real-time PCR in MeHgCl-treated and control mice. mRNA 
levels were normalized to GAPDH levels. Data shown fold-changes in mRNA levels (mean ± 
S.D.) *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001 compared with control group. Data were 
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Table 2. Changes in mRNA levels of chemokines in various organs of 
methylmercury-treated mice. 





Cerebellum Cerebrum Liver Kidney Spleen
CC chemokines CCL1 0.71 ± 0.28 3.54 ± 2.00 ND 1.14 ± 0.76 0.70 ± 0.44
CCL2 22.31 ± 11.73* 20.57 ± 10.74** 1.25 ± 0.57 39.12 ± 17.77** 0.37 ± 0.13**
CCL3 75.34 ± 44.42** 51.70 ± 16.65*** 1.42 ± 0.30 1.18 ± 0.48 1.53 ± 0.82
CCL4 70.39 ± 22.63*** 72.54 ± 45.02* 2.24 ± 1.17 1.89 ± 0.71 1.58 ± 0.77
CCL5 7.63 ± 4.24* 2.46 ± 1.09* 4.18 ± 1.06** 4.16 ± 3.07 0.49 ± 0.29*
CCL6 3.26 ± 1.08** 1.81 ± 0.62 8.56 ± 4.07** 2.17 ± 0.99* 2.35 ± 0.72**
CCL7 10.13± 5.89** 14.03 ± 7.71** 5.51 ± 2.93 8.65 ± 5.23* 0.22 ± 0.09
CCL8 1.62 ± 0.59 1.77 ± 1.07 4.19 ± 3.04 0.95 ± 0.70 1.33 ± 0.15
CCL9 6.32 ± 2.91** 3.63 ± 1.99* 1.18 ± 0.51 7.65 ± 2.94** 2.89 ± 1.07*
CCL11 3.32 ± 1.01** 6.02 ± 3.93* 0.34 ± 0.23 2.27 ± 0.97 0.57 ± 0.29
CCL12 31.05 ± 19.41** 63.09 ± 34.88** 1.81 ± 1.92 11.36 ± 9.65* 0.02 ± 0.01*
CCL17 2.82 ± 0.68** 5.68 ± 2.54** 1.03 ± 0.66 0.57 ± 0.36 2.32 ± 1.96
CCL19 1.38 ± 0.24* 1.57 ± 0.39* 1.20 ± 0.56 0.59 ± 0.23 0.37 ± 0.16**
CCL20 ND 1.19 ± 0.38 ND 4.47 ± 2.65* ND
CCL22 1.95 ± 0.77* 2.22 ± 0.37** 1.13 ± 0.72 1.01 ± 0.79 0.39 ± 0.19**
CCL24 1.17 ± 0.57 1.07 ± 0.23 2.25 ± 0.87* 0.81 ± 0.36 1.35 ± 0.54
CCL25 1.48 ± 0.44 1.17 ± 0.32 0.52 ± 0.37 0.62 ± 0.14** 0.31 ± 0.17
CCL26 1.41 ± 0.67 0.80 ± 0.33 2.63 ± 1.36* 0.71 ± 0.21 ND
CCL27 1.17 ± 0.87 0.65 ± 0.15** 0.98 ± 0.35 0.50 ± 0.20** 0.36 ± 0.12***
CCL28 1.11 ± 0.36 1.17 ± 0.48 1.41 ± 0.35 0.54 ± 0.13* 0.09 ± 0.01
CXC chemokines CXCL1 7.60 ± 5.79 4.64 ± 2.95 3.83 ± 0.51** 86.50 ± 32.02*** ND
CXCL2 4.84 ± 3.23 4.37 ± 2.48 3.70 ± 2.80 63.07 ± 12.72*** 1.11 ± 1.09
CXCL3 ND ND ND 9.19 ± 3.40** ND
CXCL4 0.82 ± 0.29 0.80 ± 0.36 2.57 ± 1.59 4.69 ± 1.29*** 1.71 ± 0.79
CXCL5 12.72 ± 5.89** 2.64 ± 1.37* 0.78 ± 0.56 115.06 ± 51.56* 1.47 ± 0.30
CXCL7 2.07 ± 0.58 7.50 ± 6.82 2.76 ± 1.29* 1.80 ± 0.80 1.92 ± 0.64
CXCL9 5.28 ± 4.35 0.86 ± 0.82 0.57 ± 0.34 0.86 ± 0.60 0.79 ± 0.48
CXCL10 20.46 ± 11.76* 50.59 ± 28.52* 0.47 ± 0.21 4.53 ± 3.33 0.69 ± 0.44
CXCL11 1.01 ± 0.18 0.62 ± 0.27 0.76 ± 0.19 0.88 ± 0.44 0.99 ± 0.61
CXCL12 1.05 ± 0.34 0.89 ± 0.17 1.67 ± 0.50* 0.90 ± 0.23 1.35 ± 0.48
CXCL13 0.89 ± 0.16 ND 5.66 ± 4.27 1.87± 1.37 0.84 ± 0.21
CXCL14 1.41 ± 0.39 0.78 ± 0.25 5.12 ± 2.69* 0.95 ± 0.40 0.42 ± 0.38
CXCL15 ND ND ND 1.28 ± 1.09 ND
CXCL16 2.21 ± 0.52** 2.17 ± 1.00* 1.85 ± 0.60* 2.26 ± 0.35*** ND
CXCL17 ND ND ND 11.69 ± 6.52* 0.71 ± 0.20
CX3C chemokines CX3CL1 1.05 ± 0.17 0.84 ± 0.46 3.45 ± 1.82 2.20 ± 0.53** 0.63 ± 0.27




Figure 2. Mercury accumulation in various organs of MeHgCl-treated mice. 
C57BL/6 mice were injected subcutaneously with MeHgCl (10 mg/kg/day) daily for 7 
consecutive days. Selected tissues were dissected 1 day after first, third, fifth and seventh 
injections. Levels of mercury in tissues were measured by RA-915+ mercury analyzer. Data are 
presented as mean ± S.D. 
 
2. メチル水銀によって脳組織特異的に発現誘導されるケモカイン分子種の検索  




3C）、CCL3 および CCL4 については脳以外の組織での有意な発現上昇は認めら





Figure 3. Effects of methylmercury on the mRNA levels of CCL3, CCL4 and 
CXCL10 in various organs of mice. C57BL/6 mice were injected subcutaneously with 
MeHgCl (10 mg/kg/day) daily for 7 consecutive days. Selected tissues were dissected 1 day 
after first, third, fifth and seventh injections. mRNA levels of CCL3 (A), CCL4 (B) and 
CXCL10 (C) in the cerebellum, cerebrum, liver, kidney and spleen were measured by 






本章での検討により、メチル水銀が CCL3 および CCL4 を脳組織特異的に発現
上昇させることが明らかになった。メチル水銀が肝臓および腎臓中よりも低い




CCL3 および CCL4はそれぞれ macrophage inflammatory protein（MIP）1αおよ
び MIP1β とも呼ばれ、マクロファージから産生される炎症性蛋白質として同定
されたケモカインである（Maurer and von Stebut, 2004）。両ケモカインは、共通
のケモカイン受容体（CCR1、CCR5）に結合し、白血球の浸潤や活性化に関与




ない（Xia et al., 1998; Boven et al., 2000; Cowell et al., 2002; Szczuciński and Losy, 












質として 2 種のケモカイン（CCL3 および CCL4）が同定された。両ケモカイン
はマクロファージにおいて lipopolysaccharide（LPS）や過酸化水素などの薬毒物
によって誘導合成され、白血球の遊走や浸潤を促進させることが知られている













マウス培養細胞：マウス神経前駆細胞 C17.2 細胞 
 
∙器具材料 
1.5 mL、0.5 mL tube：Tokyo Wstson 
Microtest tissue clture plate (6-well, 12-well, 96-well)：Falcon 
Tissue culture dish 100×20 mm：Greiner 
 
∙機器材料 
定量 PCR 装置：Thermal Cycler Dice (Takara)  
CO2 incubator：Astec 
蛍光マイクロプレートリーダー：Molecular Devices 
分光光度計：ND-1000 spectrophotometer (Nanodrop) 
Cell counter：Vi-CELL (Beckman Coulter) 
Sonicator：Sonifier 450 (Brason) 
電気泳動装置：Bio Craft  
Transfer装置：semi-dry (Nippon-eido) 





Anti-α actin：Santa Cruz Biotechnology  
Anti-Caspase cleaved-3：Cell signaling 













Sodium azide (NaN3)：Nacalai 
Sodium chloride：Nacalai 
Sodium dodecyl sulfate (SDS)：Nacalai 
Tris hydroxymethyl aminomethane：Nacalai 
Glycine：Wako 
Glycerol：Wako 





CCL3 siRNA, CCL4 siRNA：Sigma-aldrich 
Mouse Recombinant CCL2：R&D syatem 
Mouse Recombinant CCL4：R&D syatem 
Protease inhibitor cocktail：Roche Diagnostics 
Phosphatase inhibitor cocktail Ⅱ：Sigma 
Phosphatase inhibitor cocktail Ⅲ：Sigma 
HiperFect transfection reagent：Qiagen 







Dulbecco’s modified Eagle medium：日水製薬 
Opti-MEM：Invitrogen 




DM (dissociation medium)：8 mM HEPES、81.8 mM Na2SO4、30 mM K2SO4、0.25 mM 





RIPA buffer：1 mM Tris-HCl (pH 7.4)、1% NP-40、0.1% Sodium deoxycholate、 0.1% 
SDS、150 mM NaCl、1 mM EDTA、protease inhibitor、 Phosphatase inhibitor 
cocktail 1 and 2 
Hypotonic buffer：10 mM HEPES-KOH (pH7.9)、10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、1 mM 
DTT、0.5 mM PMSF、Protease inhibitor、Phosphatase inhibitor cocktail 1 and 2 
Nuclear lysis buffer：20 mM HEPES-KOH (pH7.9)、400 mM NaCl、1.5 mM MgCl2、
1 mM DTT、0.2 mM PMSF、5% Glycerol、Protease inhibitor、Phosphatase inhibitor 
cocktail Ⅱ and Ⅲ 
濃縮ゲル調製用 buffer：0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)、0.4% SDS 
分離ゲル調製用 buffer：1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)、0.4% SDS 
2×Sample buffer：12.5% 濃縮ゲル調製用 buffer、10% glycerol、 2 % SDS、5% 
2-mercaptoethanol、bromophenol blue 
Transfer buffer：25 mM Tris、250 mM glycine、20% methanol 
 
∙キット 
PrimeScript RT reagent Kit：Takara 






体重 20~22 gの 7 週齢の C57BL/6NCr雄マウスに 0、5、10、20、25 mg/kg bw
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体重 20~22 gの 7週齢の C57BL/6NCr雄マウスに 25 mg/kg bwとなるように塩
化メチル水銀溶液を 1 回皮下注射し、投与後、1 日目、3 日目、5 日目、7 日目
のマウスの小脳、大脳、肝臓、腎臓および脾臓を摘出した。  
 
2-2. Total RNAの抽出（マウス） 
第二章と同じ方法で行った。 
 
2-3. Total RNAの抽出（培養細胞） 
 500 μLの ISOGEN IIを加えて細胞を回収後、H2O 200 μLを加え、ボルテック
スし、10分間 incubation した。8,000 × g、15 分間遠心した。その後、上清 200 μL 
に 2-propanol を 200 μL加えて、混和し、12,000 × g、10分間遠心した。沈殿物を
500 μL の 75%エタノールで二回洗浄し、RNase free water を 10~20 μL加えた。
逆転写反応および定量 PCR は第二章と同じ方法で行った。 
 
2-4. メチル水銀を処理した細胞の生存率検討 
C17.2 細胞（4 × 105 cells/well）を 6-well plateに播き、37℃、5% CO2下で 18
時間培養した後、10 μM 塩化メチル水銀で 6 時間処理した。その後、培地中に浮
遊している細胞と plate に接着している細胞を回収し、1×PBS で wash した後、





98.3 μLの Opti-MEM に 13.4 μLの HiPerfect Reagent を滴下し、室温で 5分間静
置した。そこに 4 μM siRNA 溶液を 13.4 μL（final：20 nM）を添加し、10分間イ
ンキュベートした。この溶液を C17.2 細胞（5.5 × 105 cells / 2.7 mL D’MEM）懸
濁液に滴下し、室温で 15分間放置した。その後、1 × 104 cells /90 μL D’MEM と
なるように 2.3 mLの D’MEM を添加し、96-well plateに播種した。細胞を 37℃、
5% CO2下で 24時間培養した後、MeHgCl 溶液 10 µL（final：0、1、3、4、5、6、
7 μM）を添加し、24時間培養した。その後、MeHgCl を含む培地を取り除き、
10% alamarblueを含む培地に交換し、蛍光プレートリーダーを用いて蛍光を測定










2-6. 培養細胞からの whole cell lysateの調製 
C17.2 細胞（4 × 105 cells/well）を 6-well plate に播き、18時間培養した後、10 
μM メチル水銀存在下で 6時間培養した。1×PBS で wash した後、1 × RIPA buffer
を 200 μL 加え、氷上で pitettingし、1.5 mL tube に回収した。その後、20,000×g
で 30分間遠心し、上清を cell lysateとした。Lysate中の蛋白質濃度を、Lowry法
(Lowry, et al., 1951)に基づいた DC プロテインアッセイで定量した。Lysateに同
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量の 2 × sample buffer を加え、100℃で 5分間加熱し、SDS-PAGE用サンプルと
した。  
 
2-7. Immunoblotting  
2-6 で得られた lysate を 12.5%のポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE 
（30 mA/枚）を行った。その後、semi-dry型の blotting装置を用いて Immobilon-P 
transfer membraneに blottingを行った（条件：70 mA/枚、2時間）。Transfer 後の
membraneを blocking solution（5% スキムミルク、20 mM TBS、pH7.5）に 4℃で
overnight 浸した後に、１次抗体溶液に浸し、室温で 4時間以上振盪した。Washing 
solution（0.5% スキムミルク、20 mM TBS、pH7.5）で 3回、15分間振盪して洗
浄した後、HRP標識二次抗体溶液に浸し、室温で 1時間振盪した。その後、washing 
solution（0.5％ スキムミルク、20 mM TBS、pH7.5）で 3回、15分間振盪して洗





濾過滅菌した lysine 溶液 2 mLを 12-well plate に入れ、overnight インキュベー
トし、コーティングした。使用前に 1 × PBS で 2 回洗浄し、lysine を除去した。 
＜マウスの小脳の初代培養神経細胞の培養＞ 
生後 7日目のマウス（6匹）の小脳を摘出し、DM（dissociation medium）中に
入れた。はさみで小脳を小さく断片化し、スポイドで 50 mL tube に移した。小
脳の断片が沈むまで放置し、その上澄みをスポイトで取り除いた。次に、papain
含む DM を 10 mL入れて、37℃の水浴で 45 分間インキュべーションし、5分置
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に優しく invert した。DM で洗浄後、脳断片を沈殿させ、Neurobasal A で 3回洗
った。10 mLの Neurobasal Aで懸濁し、1 × 106 cells/well となるように Neurobasal 
A で希釈した。コーティングした 12-well plate に播き、37℃、5%CO2下で 2 時
間培養した後、Neurobasal A（2% B27、1% FBS、25 mM KCl を含む）に交換し
た。二日後に AraC（final：5 μM）を添加し、2-3 日一回、50％の培地を交換す
る。2週間培養し、neuron の突起が伸びていることを確認して実験に使用した。 
 
2-9. 培地中へのリコンビナント CCL4 の添加が細胞のメチル水銀感受性に与え
る影響 
12-well plate中で2週間培養した神経細胞にリコンビナントCCL2またはCCL4
（final：0、1、5、10、20、50 μg/mL）を添加し、1間後に 120 μLの MeHgCl 溶
液（final：5 μM）を処理した。24時間後にメチル水銀を含む培地を除いて 10% 
alamarblueを含む培地に交換し、蛍光プレートリーダーを用いて蛍光を測定した 



















および CCL4 の発現は検出限界以下であったが、メチル水銀処理によって 2 時
間後から両ケモカインの mRNA レベルが上昇しはじめ、9 時間後まで経時的に
上昇し続けた（Figure 4A）。一方、trypan blue assayによって細胞の生存率を測定
したところ、メチル水銀処理 6 時間後から細胞生存率の低下（Figure 4B）およ
びアポトーシスの指標として知られているカスパーゼ 3 の活性化が認められた







Figure 4. Effects of MeHg on cell viability and caspase-3 activity. C17.2 cells (4 × 105 
cells/2 mL) were seeded onto each well of 6-well plate. After incubation 18 hr, treated with    
10 μM MeHgCl for the indicated times. (A) mRNA levels of CCL3 and CCL4 were measured 
by quantitative real-time PCR. For further details, see the legend to Figure 2. (B) Cell viability 
was determined by trypan blue assay using the Vi-CELL cell counter. (C) The level of cleaved 






























Figure 5. Effects of a single injection of MeHg on the RNA levels of CCL3 and 
CCL4 in the various mouse organs. C57BL/6 mice were injected subcutaneously with 
MeHgCl (25 mg/kg) (A) or MeHgCl (10, 15, 20, 25 mg/kg) (B). Selected tissues were dissected 
1 day, 3 dyas, 5 dyas and 7 days after injection. mRNA levels of CCL3 and CCL4 in the 
cerebellum, cerebrum, liver, kidney and spleen were measured by quantitative real-time PCR. 




Figure 6. Effects of a single injection of MeHg on the neural cell viability in the 
cerebral cortex of the mouse. C57BL/6 mice were injected subcutaneously with MeHgCl 
(25 mg/kg). Selected brain was dissected 1 day, 3 dyas, 5 dyas and 7 days after injection. (A) 
NeuN (neuron marker)-positive cells in the brain were detected by immunostaining. Scale bars 
represent 250 μm. (B) mRNA levels of CCL3 and CCL4 were measured by quantitative 


























Figure 7. Effects of treatment with recombinant CCL2 or CCL4 on MeHg-induced 
cytotoxicity in mouse primary cerebellar granule cells. Mouse primary cerebellar 
granule (neuron) cells (1 × 106 cells/mL) were seeded onto 12-well plate. After incubation for 2 
weeks, pre-treated with indicated concentrations of recombinant CCL2 (A) or recombinant 
CCL4 (B) for 1 hr. And then 5 μM of MeHgCl was added and incubated for 24 hr. Cell viability 
was measured by the Alamar Bluse assay (Ex 544 nm/Em 590 nm). Data are presented as mean 
± S.D. *p < 0.05; **p < 0.01; and ***p < 0.001 compared with the 0 ng/mL recombinant group. 
Data were analyzed using Student`s t-test. ND: not detected. 
 
 
4. C17.2 細胞における CCL3 および CCL4 の発現抑制がメチル水銀感受性に与
える影響 
CCL3 および CCL4 とメチル水銀毒性との関係を明らかにするため、両ケモカ
インの発現抑制がメチル水銀感受性に与える影響を検討した。なお、CCL3 およ
び CCL4 の siRNA の導入によって、メチル水銀による CCL3 および CCL4 の発
現誘導レベルはそれぞれ約 60%程度低下した（Figure 8B）。これら siRNAを用い
てCCL3またはCCL4をノックダウンした細胞のメチル水銀感受性を調べたとこ








Figure 8. Effects of the knockdown of CCL3 and CCL4 on sensitivity of C17.2 cells 
to MeHg. (A) C17.2 cells (1 × 104 cells/90 μL) transfected with CCL3 or CCL4 siRNA were 
seeded onto 6-well plate. After incubation for 18 hr, transfected cells were treated with indicated 
concentrations of MeHgCl for 24 hr. (A) Cell viability was measured by the Alamar Bluse assay 
(Ex 544 nm/Em 590 nm). (B) mRNA levels of CCL3 and CCL4 were measured by quantitative 
real-time PCR. For further details, see the legend to Figure 2. Data are presented as mean ± S.D. 













 また、本章での検討によって、CCL3 および CCL4 がわずかにメチル水銀毒性
を軽減させることは示された。CCL3/4 は他のサイトカイン群（IL-1、IL-6など）
の産生を誘導することが知られている（Fahey et al., 1992; Bless et al., 2000; 
Speyer et al., 2004）。最近、Koizumi らのグループは、メチル水銀によって IL-6
が発現誘導され、その IL-6 がメチル水銀による神経細胞障害に対して防御的な
作用を示すことを報告した（Noquchi et al., 2013）。したがって、メチル水銀によ















and van Eldik, 2009; Giraud et al., 2010; Kim et al., 2012; Lin et al., 2014）。C17.2 細
胞において NF-κB のサブユニットである p65 をノックダウンしたところ、メチ
















Phospho-ERK antibody：Cell Signaling 
Phospho p38 antibody：Cell Signaling 
Anti-LaminA/C：Cell Signaling 
Anti-α actin：Santa Cruz Biotechnology  















Sodium azide (NaN3)：Nacalai 
Sodium chloride：Nacalai 




Blocking Solution (TBS)：Nacalai 
Immobilon Western：Millipore 
Dulbecco’s modified Eagle medium：日水製薬 
Opti-MEM：Invitrogen 




Protease inhibitor cocktail：Roche Diagnostics 
Phosphatase inhibitor cocktail Ⅱ：Sigma 
Phosphatase inhibitor cocktail Ⅲ：Sigma 
HiperFect transfection reagent：Qiagen 




p38 inhibitor (SB203580)：Wako 
ERK inhibitor (PD098059)：Wako 
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JNK inhibitor (SP600125)：Sigma 
 
・Buffer関連 
RIPA buffer：1 mM Tris-HCl (pH 7.4)、1% NP-40、0.1% Sodium deoxycholate、0.1% 
SDS、150 mM NaCl、1mM EDTA、protease inhibitor、Phosphatase inhibitor cocktail 
Ⅱ and Ⅲ 
Hypotonic buffer：10 mM HEPES-KOH (pH7.9)、10 mM KCl、1.5 mM MgCl2、1 mM 
DTT、0.5 mM PMSF、protease inhibitor、Phosphatase inhibitor cocktail Ⅱ and Ⅲ 
Nuclear lysis buffer：20 mM HEPES-KOH (pH7.9)、400 mM NaCl、1.5 mM MgCl2、
1 mM DTT、0.2 mM PMSF、5% Glycerol、protease inhibitor、Phosphatase inhibitor 
cocktail Ⅱ and Ⅲ 
濃縮ゲル調製用 buffer：0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)、0.4% SDS 
分離ゲル調製用 buffer：1.5 M Tris-HCl (pH 8.8)、0.4% SDS 
2×Sample buffer：12.5% 濃縮ゲル調製用 buffer、10% glycerol、2 % SDS、5% 
2-mercaptoethanol、bromophenol blue 
Transfer buffer：25 mM Tris、250 mM glycine、20% methanol 
5 × binding buffer： 
 
・キット 
PrimeScript RT reagent Kit：Takara 
SYBR Prime Ex Taq (Perfect Real Time)：Takara 
CCL4 Quantikine ELISA kit：R&D system 











Genomic DNA Purification Kitを用いてC17.2細胞からgenomic DNAを単離し、 
それを鋳型に下記のプライマーを用いて PCR 反応を行った。 
 
反応溶液組成 
Template genomic DNA：100 ng 
5 × p.s buffer：16 μL 
2.5 mM dNTP：6.4 μL 
10 μM primer (Forward and Reverse)：1.6 μL 
Prime STAR DNA polymerase： 0.8 μL      
Up to 80 μL 
 
PCR 反応条件  
8℃、30 sec)  
8℃、10 sec)  →  (60℃、15 sec)  →  (72℃、30 ~ 90 sec) : 30 cycles  








primerには Mfe1認識配列、Antisense primer には Hind III認識配列を付加した。
PCR 産物および pcDNA3.1/hygro/lacZ のベクターを、MfeⅠおよび Hind III で切
断した後、両者をライゲーションし、目的のプラスミド DNAを作製した。  
 
【PCR プライマー配列】 
Gene Sense (5  → 3 ） Antisense (5  → 3 ） 
CCL4 -1,500 ~ +1bp cggcaattgctttgaccttacttggaact cgcaagctttgatctgagttgggaacccc 
CCL4 -1,000 ~ +1bp cggcaattgactgctctgtcttttccagc cgcaagctttgatctgagttgggaacccc 
CCL4 -500 ~ +1bp cggcaattgatgatgctgattgaatggta cgcaagctttgatctgagttgggaacccc 
CCL4 -100 ~ +1bp cggcaattggacatcatctttactcatga cgcaagctttgatctgagttgggaacccc 
CCL4 -50 ~ + 1bp cggcaattgcttgtcttaggccccagagt cgcaagctttgatctgagttgggaacccc 
CCL4 -500 ~ +101 bp cggcaattgatgatgctgattgaatggta cgcaagctttcagaagagttggtttagcc 







C17.2 細胞（5 × 105 cells/ 2 mL D’MEM（-penicillin/streptomycin）/ well を 6-well 
plateに播種し、37℃、5% CO2下で 18時間培養した。その後、培地中に transfection 
complex 500 μL（240 μL Opti-MEMに 10 μL Lipofectamin 2000を添加したものを、
5分間室温でインキュベータした後、2 μg DNA/ 250 μL Opti-MEM 溶液と混和し、
15分間室温でインキュベータして調製した。）を添加し、6時間、37℃、5% CO2
下で培養した後、D’MEM に(1.8 mL)交換した。37℃、5% CO2下で 18時間培養































2-4. Total RNAの抽出、逆転写反応、定量 PCR 
第二章と同じ方法で行った。 
 
【定量 PCR プライマー配列】 
Gene Sense (5  → 3 ） Antisense (5  → 3 ） 
FOXA1 cactggaagcctttgaggag aaggcaggctgagaagaaca 
SRF acgaccttcagcaagaggaa aagccagtggcactcattct 
c-fos ccagtcaagagcatcagcaa aagtagtgcagcccggagta 
FosB gagggagctgacagatcgac ttccttagcggatgttgacc 
egr-1 gacgagttatcccagccaaa ggcagaggaagacgatgaag 
Arc gaagtggtgggagttcaagc ctcctcagcgtccacataca 
Fos1 agagctgcagaagcagaagg caagtacgggtcctggagaa 
JunB atgtgcacgaaaatggaaca cctgacccgaaaagtagctg 
Tpm1 gtatgaagaggtggcccgta cgagtttcagcctccttcag 
Vinculin cttcgatgaggctgaggttc tggtgagtcaactcctgctg 
CCL4 caaacctaaccccgagcaacac ggtctcatagtaatccatcacaaagc 









C17.2 細胞（4 × 105 ~ 5 × 105 cells）に 200 μL の hypotonic bufferを加え、氷上
で 15分間インキュベートした。その後、10% NP-40を 5 μL加え、ピペッティン
グし、遠心分離（1,500 × g、5 min、4℃）によって得られた上清を post-nuclear 
fractionとした。沈殿物に 50 μLのNuclear lysis bufferを加えて超音波処理した後、 









  C17.2 細胞（4 × 105 cells/well）を 6-well plate に播き、18時間培養後にそれぞ
れの阻害剤を添加し、37℃、5% CO2で 1時間培養した。その後、10 μM メチル




CCL4のプロモーター上の FOXA1および SRFの両方の結合領域（-25 bp ~ -20 
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bpおよび-28 bp ~ -19 bp）を含むオリゴDNA（22 bp）の 5’末端をT4 polynucleotide 
kinaseおよび [γ-32P] ATP を用いて 32P 標識した。 
 
FOXA1 consensus binding site : 5’-gagtccctataaagaggggttc-3’ 
SRF consensus binding site : 5’-gagtccctataaagaggggttc-3’  
FOXA1/SRF oligoDNA probe (22 bp) : 5’-gagtccctataaagaggggttc-3’ 
 
5 × binding buffer（phosphatase inhibitor cocktail Ⅱ、Ⅲ、4 mM の DTT、3 μgの 





2-10. Protein-DNA binding assay 
 
FOXA1/SRF oligoDNA probe (22 bp): 5’-Biotin-gagtccctataaagaggggttc-3’ 
 
Biotin と特異的に結合する sterptavidin agaose beads 30 μLと 5’末端を biotin 標
識したオリゴ DNA probe 0.8 pmol を混合し、4℃、3時間、混和しながらインキ
ュベーションした。そこに、核抽出液（細胞からの抽出液：50 µg、マウス組織
からの抽出液 90 μg）を添加し、4℃、overnight、インキュベーションした。その
後、1 × TBS bufferで 3回洗浄し、beads に sample bufferを加え、100℃で 3分間








1. メチル水銀による CCL4 発現誘導に関わるプロモーター領域の特定 
メチル水銀による CCL4 の発現誘導に関わるプロモーター領域をレポーター
ジーンアッセイによって検索した。まず、CCL4 の転写開始点から上流 1,500 bp
の DNA 領域の下流にレポーター遺伝子として LacZ 遺伝子を組み込み（Figure 
9A）、LacZ mRNA レベルを測定することによって CCL4 のプロモーター活性を
調べた。メチル水銀によって内因性 CCL4 の mRNA レベルが上昇する条件でプ





















Figure 9. MeHg-responsive regions in the CCL4 promoter. (A) -1500 to +1 bp of the 
CCL4 promoter construct in front of the LacZ repoter gene. (B, D) C17.2 cells (5 × 10
5
 cells/2 
mL) were transfected with CCL4 promoter contructs contained fragments of different lengths. 
After the incubation for 18 hr, cells were treated with 15 μM MeHgCl for 6 hr. Total RNA was 
extracted from in C17.2 cells treated with MeHgCl. Promoter activity was determined using 
quantitative real-time PCR of LacZ mRNA. (C) mRNA level of CCL4 was measured by 
quantitative real-time PCR. For further details, see the legend to Figure 2. Data are presented as 
mean ± S.D. ND: not detected. 
 
2. メチル水銀による CCL4 の発現誘導に関わる転写因子の検索 
転 写 因 子 の 結 合 サ イ ト を 予 測 す る web サ イ ト （ PROMO: 
http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3）を用い
て、CCL4 のプロモーター50 bp 内に結合する可能性のある転写因子を検索した
ところ、10 個の転写因子が該当した（Figure 10）。そこで、この 10 種の転写因
子を 1 つずつ siRNA を用いてノックダウンすることによって、メチル水銀によ
るCCL4の発現誘導への関与を調べた。その結果、10種の転写因子の中で FOXA1
および SRFノックダウンすることによってメチル水銀による CCL4 mRNA レベ
ルの上昇が抑制されることが判明した（Figure 11）。したがって、メチル水銀に






Figure 10. Potential transcription factor binding sites in the CCL4 promoter region 





Figure 11. Effect of knockdown of Foxa1 or SRF on MeHg-induced CCL4 
expression in C17.2 cells. C17.2 cells (5 × 105 cells/2 mL) transfected with FOXA1 siRNA 
(A) or SRF siRNA (B) were seeded onto 6-well plate. After incubation for 18 hr, the transfected 
cells were treated with 10 μM MeHgCl for 6 hr, and mRNA levels were determined by 
quantitative real-time PCR. For further details, see the legend to Figure 2.  
 
3. メチル水銀が FOXA1および SRFの細胞内レベルおよび細胞内分布に与える
影響 









Figure 12. Effects of MeHg on nuclear translocation of FOXA1 or SRF in C17.2 
cells. C17.2 cells (5 × 105 cells/2 mL) were seeded onto each well of 6-well plate. After 
incubation for 18 hr, cells were treated with 10 μM MeHgCl for the indicated times. After 
treatment with MeHgCl, levels of FOXA1 (A) or SRF (B) in whole cell lysates and each 
fraction were analyzed by immunoblotting using indicated antibodies. Levels of α-actin and 




4. メチル水銀が CCL4プロモーター上への FOXA1および SRFの結合に与える
影響 
FOXA1の結合領域はSRFの結合領域に完全に含まれると考えられる。そこで、
FOXA1 および SRFの両方の結合領域を含むオリゴ DNAを用いてゲルシフトア




脳においても、FOXA1 および SRFの結合配列を含む DNA断片への結合量が経
時的に増加する蛋白質の存在が確認された（Figure 13B）。 
 次に、FOXA1 および SRFの結合配列を含む DNA断片に結合する蛋白質が、
FOXA1および SRFかどうかを確認するために、ゲルシフトアッセイに用いたプ
ローブをビオチン標識し、そこに結合する蛋白質を streptavidin agarose beads を
用いて回収して immunoblotting によって検出した。その結果、メチル水銀によ
って、CCL4 プロモーター上の配列への FOXA1 および SRFの結合量が増加する
ことが示された（Figure 14）。これらの結果から、メチル水銀は FOXA1 および





Figure 13. Effect of MeHg on FOXA1/SRF binding to -28 to -19 bp of CCL4 
promoters. Nuclear fractions were isolated from MeHg-treated C17.2 cells (A) or cerebellum 
of mice treated with MeHgCl (B). Gel shift analysis was performed by incubating nuclear 
fractions with 
32
P-labeled oligoDNA probe (-28 to -19 bp of CCL4 promoter). The complex of 
protein-
32
P-labeled oligoDNA probe is indicated by a thick arrow. Competitor is a 50-fold molar 




Figure 14. Effect of MeHg on FOXA1/SRF binding to FOXA1/SRF consensus of 
CCL4 promoter. C17.2 cells (4 × 105 cells/2 mL) were seeded onto each well of 6-well plate. 
After incubation for 18 hr, cells were treated with 10 μM MeHgCl for 6 hr and the nuclear 
fractions were isolated. FOXA1/SRF biotinylated-probe were pre-incubated with streptavidin 
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agarose beads, and nuclear extract was added to biotinylated-probe/streptavidin agarose beads 
complex. Levels of FOXA1 (A) or SRF (B) on binding to FOXA1/SRF biotinylated-probe were 
analyzed by immunoblotting using indicated antibodies. 
 










れた（Figure 15A）。一方、SRF ノックダウンは、メチル水銀による CCL3 およ
び CCL4 の発現誘導は抑制したが、CCL2、CCL7、CCL9の発現誘導は抑制しな











Figure 15. Effects of knockdown of FOXA1 or SRF on MeHg-induced expression 
of various chemokines in C17.2 cells. C17.2 cells (5 × 105 cells/2 mL) transfected with 
FOXA1 siRNA (A) or SRF siRNA (B) were seeded onto 6-well plate. After incubation for 18 hr, 
the transfected cells were treated with 10 μM MeHgCl for 6 hr, and CCL2, 3, 4, 7, and 9 mRNA 
levels were determined by quantitative real-time PCR. For further details, see the legend to 
Figure 2. ND: not detected. 
 
 
6. メチル水銀が Rho シグナル経路依存的な SRF活性化機構に与える影響 
SRFを介した転写反応はRhoシグナル経路およびMAPキナーゼシグナル経路の
2 つの経路によって活性化されることが知られている（Figure 16）（Posern and 
Tresiman, 2006）。これら上流の活性化機構の違いによって、SRFによって転写さ
れる遺伝子群が異なることも報告されている（Selvaraj and Prywes, 2004）。そこ
で、メチル水銀による CCL4 の発現誘導に関わる SRF 活性化機構を調べた。メ
チル水銀は Rho シグナルを介して SRF 依存的に発現誘導される遺伝子（JunB、
Fos1、Tpm1 および Vcl）の発現レベルを 2倍程度上昇させたが、その上昇は SRF
をノックダウンしてもほとんど影響を受けなかった（Figure 17A）。また、アク
チンの脱重合を阻害することによって Rho シグナルを抑制する Latrunculin Bで
処理しても、メチル水銀によるCCL4誘導はほとんど影響を受けなかった（Figure 














Figure 17. Effects of MeHg on the mRNA levels of SRF/MKL-regulated genes. (A) 
C17.2 cells (5 × 105 cells/2 mL) transfected with control siRNA or SRF siRNA were seeded 
onto each well of 6-well plate. After incubation for 18 hr, the transfected cells were treated with 
10 μM MeHgCl for 6 hr, and JunB, Fos1, Tpm1 and Vcl mRNA levels were determined by 
quantitative real-time PCR. (B) C17.2 cells (4 × 105 cells/2 mL) were seeded onto 6-well plate. 
After incubation for 18 hr, cells were pre-treated with Latrunculin B for 1 hr, and then incubated 
with 10 μM MeHgCl for 6 hr. CCL4 mRNA level was determined by quantitative real-time PCR. 












水銀によって p38 および ERK のリン酸化が亢進することも確認された（Figure 
19）。したがって、メチル水銀は p38 および ERK 依存的な SRF 転写機構の活性
化を介して CCL4 の発現を誘導している可能性が考えられる。 
 
 
Figure 18. Effects of MeHg on the mRNA levels of SRF/TCFs-regulated genes. (A) 
C17.2 cells (5 × 105 cells/2 mL) transfected with control siRNA or SRF siRNA were seeded 
onto 6-well plate. After incubation for 18 hr, The transfected cells were treated with 10 μM 
MeHgCl for 6 hr, and FosB, c-fos, Egr-1 and Arc mRNA levels were determined by quantitative 
real-time PCR. (B) C17.2 cells (4 × 105 cells/2 mL) were seeded onto 6-well plate. After 
incubation for 18 hr, cells were pre-treated with MAP kinase (p38, ERK, JNK) inhibitors for 1 
hr, and then incubated with 10 μM MeHgCl for 6 hr. CCL4 mRNA level was determined by 







Figure 19. Effects of MeHg on the phosphorylation of p38 or ERK in C17.2 cells.  
C17.2 cells (4 × 105 cells/2 mL) were seeded onto each well of 6-well plate. After incubation for 
18 hr, cells were treated with 10 μM MeHgCl for the indicated times. After the treatment with 
MeHgCl, phosphorylated of p38 or ERK were detected by immunoblotting. Levles of α-actin 





本章での検討により、メチル水銀による CCL3 および CCL4 の発現誘導に転写
因子 SRFおよび FOXA1 が関与していることが明らかとなった（Figure 12）。SRF 
（serum response factor）は、MADS ボックスファミリー転写因子として、細胞骨
格系遺伝子（β-アクチン、Viculin など）や最初期遺伝子（c-Fos、Egr-1など）を
発現誘導し、筋分化、細胞間移動、細胞形態の維持などに関与する（Miralles et al., 
2003; Selvaraj and Prywes, 2004; Knöll and Nordheim, 2009; Miano, 2010）。 
これまでに SRF ノックアウトマウスにおいて炎症刺激によるケモカイン
（CXCL1 および CXCL8）の発現上昇が低下するとの報告があるものの 
（Nordqren et al., 2014; Taylor et al., 2014）、SRFとケモカイン誘導との関係はほ
とんど明らかにされていない。一方、FOXA1（forkhead box protein A1）は、フ
ォークヘッド型転写因子に属しており、細胞増殖に関わる遺伝子の発現を誘導
する（Eeckhoute et al., 2006; Potter et al., 2012; Qiu et al., 2014）。また、FOXA1は
受容体型転写因子であるエストロゲン受容体（Estrogen reseptor; ER）を介した遺
伝子発現機構においてはコファクターとして作用することも知られている
（Carroll et al., 2005; Laganière et al., 2005）。しかしながら、これまでに FOXA1
とケモカインの発現誘導との関係についても検討例はほとんど存在しない。し
たがって、本研究で明らかとなった FOXA1 および SRF がメチル水銀による
CCL3 および CCL4 の発現誘導に関与するという事実は、両転写因子の新しい機
能を解明するうえで有用な情報になると考えられる。 
また、メチル水銀は FOXA1 および SRF の核内濃度を上昇させることによっ
て CCL4 プロモーター上への両転写因子の結合量を増加させ、その結果として





本章での検討により、メチル水銀による SRF 依存的な転写活性上昇に MAPK 
（p38および ERK）の活性化が関与していることも判明した（Figures 19、20）。
MAPKは SRFのコファクターである ternary complex factor（TCF）をリン酸化し、
TCF の核内への移行を促進させることによって SRF の転写活性を上昇させるこ
とが知られている（Figure 20）（Posern and Tresiman, 2006）。中枢神経系において
MAPK-TCF経路を介した SRFの活性化が神経細胞の分化や樹状突起形成、海馬
形成などに関わるとの報告もある（Vanhoutte et al., 2001; Alberti et al., 2004; 














Figure 20. Induction of expression of CCL3 and CCL4 through activation of 



















CXL2 および CXL10 の発現レベルの上昇（3 倍以上)が認められ、特に CCL3, 
CCL4 および CXL10 の発現レベルの上昇が顕著であった。これらのケモカイン
のうち、CCL3 および CCL4 以外のケモカインはメチル水銀投与によって腎臓中
でも有意な発現上昇を示したが、CCL3 および CCL4 の発現誘導は脳以外の組織
では認められなかった。この際の各組織中のメチル水銀濃度は腎臓＞肝臓＞脾
臓＞大脳＞小脳の順であったことから、CCL3 および CCL4 はメチル水銀によっ
て脳組織特異的に発現誘導されると考えられる。この知見は、メチル水銀によ
って脳特異的に発現誘導される蛋白質の存在が示唆された最初の例である。 
 メチル水銀による CCL3 および CCL4 の発現誘導は、マウス神経前駆細胞 













あった。したがって、CCL3 および CCL4 もメチル水銀毒性に対して防御的な作
用を有しているものの、その能力はあまり高くないと考えられる。 
 一方、C17.2 細胞を用いて CCL4 のプロモーター領域を reporter gene assay
により解析したところ、転写開始点から上流 50 bpまでの領域にメチル水銀によ
る CCL4 の発現誘導に必要な領域が存在することが判明した。この領域中に認
識配列が存在する 10種の転写因子を 1つずつ siRNAを用いてノックダウンする
ことによって、メチル水銀による CCL4 の発現誘導との関係を調べたところ、
SRF（Serum Response Factor）または FOXA1（Forkhead Box Protein A1）のノッ
クダウンによってメチル水銀による CCL4 mRNA レベルの上昇が抑制されるこ




も、SRF/FOXA1 結合配列を含む DNA 断片への結合量が経時的に増加する蛋白
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メチル水銀は SRF および FOXA1 の核内濃度を上昇させることによって両転写
因子の CCL4 プロモーター上への結合を促進させ、その結果として CCL4 の発現
を誘導すると考えられる。SRF を介した転写反応は Rho シグナル経路および
MAPK シグナル経路の 2 つの経路によって活性化されることが知られている。
メチル水銀による SRF依存的な遺伝子発現誘導機構における Rhoシグナル経路
およびMAPK（JNK、p38および ERK）シグナル経路の関与を検討したところ、
本誘導機構には Rho シグナル経路および JNK の活性化は関与せず、p38 および
ERKの活性化が関与していることが確認された。したがって、メチル水銀は p38
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